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Summary
　Deficiency　of　osteoprotege亘n（OPG），　a　soluble　decoy　receptor　fbr　the　receptor　activator　of
NF－KB　ligand（RANKL），　in　mice　induces　osteoporosis　caused　by　enhanced　bone　resorptiol1，
but　also　accelerates　bone　formation．　We　examined　whether　bone　fbmlation　is　coupled　with
bone　resorption　in　OPG－deficient（OPG≠）mice　delete　using　risedronate，　an　inhibitor　of
bone　resorption．　Histomorphometric　analysis　showed　that　bone　fbrmation－related　parame－
ters（e、g．，　mineral　appositioll　rate　and　osteoblast　surface／bone　su㎡ace）in　OPG≠mice
sharply　decreased　with　suppression　of　bone　resorption　by　daily　i可’ection　of亘sedronate　fbr
30days．　OPG」一mice　exhibited　high　serum　alkaline　phosphatase　activity　and　osteocalcin
concentratioh，　both　of　which　were　decreased　to　the　levels　of　wild－type　mice　by　the　risedro－
nate　i可ection．　Serum　levels　of　RANKL　were　markedly　elevated　in　the　OPG≠mice，　but
were　unaffected　by　risedronate．［［hese　results　suggest　that　bone　formation　is　coupled　with
bone　resorption　at　local　sites　in　OPG⊥mice，　and　that　serum　RANKL　levels　do　not　reflect
this　coupling．
は　じ　め　に
　破骨細胞は大変神秘的な細胞である．破骨細胞
の形成を培養系で再現させると，クラゲのように
大きく広がった多核巨細胞を容易に観察できる．
また，硬組織上で培養した破骨細胞は強くi接着し
て，酸とプロテアーゼを分泌することにより硬組
織を活発に吸収する．そして，骨吸収に飽きた破
（2004年3月2日受理）
10 中村　他：破骨細胞の神秘
骨細胞は隣接部位に移動して，新しい場所での骨
吸収を開始する．1998年，破骨細胞の分化と機能
を調節する新しいサイトカインである破骨細胞分
化因子（RANKL）が同定され，　RANKLの歯周
疾患をはじめとする局所性の骨吸収における重要
性も明らかになりつつある．
　一方，骨組織においては，破骨細胞による骨の
吸収と骨芽細胞による骨の形成が絶え間なく繰り
返されている．脊椎動物の胎生期にみられるよう
な急速に成長する骨組織では，主に骨形成が進行
する．成長が停止した後の脊椎動物の骨組織で
は，骨吸収と骨形成の量が動的に均衡した共役状
態に保たれる1）．この骨組織の共役状態を維持す
る機構として，以前から共役因子（カップリング
ファクター）が想定されてきたが，その性状など
は明らかにされていない．骨粗霧症における骨量
の減少は，骨組織が非共役状態となって骨吸収が
充進した結果と考えることができる2）．本稿で
は，骨の吸収と添加のメカニズムについて，破骨
細胞に焦点をあて，我々の最近の実験結果を中心
に概説したい．
1985年刊行
　　　　　　図1：「骨の科学」
　小澤英浩博士（現松本歯科大学学長兼総合歯科医
学研究所所長），須田立雄博士（現埼玉医科大学ゲ
ノム医学研究センター副所長），高橋栄明博士（現
新潟医療福祉大学学長）の3氏によってまとめられ
た骨に関する我が国最初の成書
1　骨芽細胞は破骨細胞形成の司令塔である
　図1に今から18年前に刊行された「骨の科学」
の表紙を示す．この当時は骨に関する研究者も少
なく，「骨の科学」は，骨に関するはじめての教
科書として発行された．現在のような骨代謝研究
の著しい進展は，この本が執筆された頃には想像
できなかったに違いない．破骨細胞は高度に石灰
化した骨組織を破壊・吸収する唯一の細胞であ
る．その起源は，生体に広く分布するマクロ
ファージ系の細胞である（図2）．近年，Fosや
Srcなどの癌遺伝子を欠損させたマウスは破骨細
胞の分化または骨吸収機能に障害をきたし，骨吸
収不全により骨形成が充進する大理石骨病を呈す
ることが報告され，破骨細胞による骨吸収機構の
研究が注目されてきた3｝．
　破骨細胞研究の有利な点は，多核巨細胞である
破骨細胞の形成を視覚的に判別できる（図2）と
共に，骨吸収機能を培養系で簡単に再現できると
ころにある．高橋直之博士（現松本歯科大学総合
歯科医学研究所教授）は，1988年にマウスを用い
た破骨細胞の分化を解析する共存培養系を確立し
た3｝．この破骨細胞の分化誘導系を用いた実験結
果から，破骨細胞の分化には骨形成を司る骨芽細
胞（あるいは骨髄間質細胞）の存在が必須である
ことが明らかとされた．そして，骨芽細胞の細胞
膜上に発現する破骨細胞分化因子によって破骨細
胞の分化と機能は厳格に調節されているとする仮
説を発表した．この破骨細胞分化因子の存在が提
唱されたのは1990年頃のことである．破骨細胞分
化因子の同定は20世紀中には無理であると思われ
ていたが，1997年に思いもよらない方向からメス
が入り，破骨細胞分化因子（RANK【ノODF）の
発見という劇的な結末を迎えたa）．そして，ODF
の真の受容体は，既に報告されていたRANK
（receptor　activator　of　NF一田）とよばれるTNF
受容体ファミリーに属する膜結合蛋白質であるこ
とが証明された．その後，ODFはRANKリガン
ド（RANKL）という名称で統一することが米国
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　　　　　　図2：肺胞マクロファージと骨髄間質細胞株（ST　2細胞）の共存培養
　酒石酸抵抗性酸フォスファターゼ（TRAP）陽性（赤紫色）の破骨細胞は，　NSE陽性（茶色）マ
クロファージから，骨髄間質細胞のシート上において，活性型ビタミンDの存在下で誘導される
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骨代謝学会（ASBMR）で決議され，現在RANKL
が一般的に使用されている（図3）q．
　破骨細胞とその前駆細胞はRANK（RANKL
の受容体）を発現し，細胞聞接触を介して
RANKLを認識し，破骨細胞に分化する．
㎜またはRANKをノックアウトしたマウ
スでは破骨細胞が全く認められず，重篤な大理石
骨病を発症することから，RANKL－RANKシグ
ナル系は破骨細胞の分化に必須であることが証明
された5’帥．オステオプロテゲリン（OPG）は，
RANKLとRANKの結合を拮抗阻害する分泌型
のデコイ受容体である（図3＞．マウスにOPG
を過剰発現させると，骨吸収が抑制された重篤な
大理石骨病を呈するS［．
2　0PGは破骨細胞の分化と骨吸収機能を制御
　　する重要なサイトカインである
　OPG遺伝子欠損マウスでは骨吸収が著しく充
進する9・　m）．興味深いことにOPG遺伝子欠損マウ
スは骨吸収のみならず，骨形成のマーカーである
血中アルカリホスファターゼ活性が正常値の4倍
も高い値を示し，組織学的にも骨形成の著しい充
進が認められた9）．RANKが恒常的に活性化され
た遺伝的変異がヒトに見い出されたが，この疾患
においても骨吸収とともに骨形成の充進が認めら
れている川．これらの知見は，骨吸収が充進する
と骨形成も充進するという骨代謝における共役機
構の存在を示している（図4）．
　OPGはTNF受容体に共通した構造を有して
いるが，膜貫通領域を持たない分泌性の蛋白質で
ある．RANKLに対するOPGの結合親和性は
RANKよりも10倍も高く，㎜とRAINKの
相互作用を強力に抑制することで，破骨細胞の分
化と機能発現を抑制する．OPG皿RNAは多くの
組織や臓器で普遍的に発現している．骨芽細胞や
骨髄間質細胞での発現は，破骨細胞形成を調節す
る上でとりわけ重要であると考えられている12）．
　正常ラットにOPGを2週間連続投与したとこ
ろ，大腿骨や脛骨の骨端部海面骨密度の増加が認
められだ3〕．一方，骨組織以外の臓器における
OPGの作用は認められなかった．以上の結果
は，OPGは生理的に重要な骨吸収抑制因子であ
ることを示すものである．
　卵巣摘出したラットに対するOPG投与は，有
意な骨量の増加と破骨細胞数の減少を誘導す
る13）．さらに，尾部懸垂による不動性骨粗霧症に
12 中村他：破骨細胞の神秘
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図3：破骨細胞の分化と活性化に関する分子メカニ
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1．骨吸収の充進に伴う骨形成の充進
骨吸収の充進 骨形成の充進
2．OPG遺伝子欠損マウスにおいては骨吸収が骨形成を凌駕し、骨粗宏症に似た
　病態を呈する。
一→レ　骨量減少、骨粗宏症
図4：骨代謝共役と骨量減少
おいてもOPG投与は有効であることが示され
た14）．また，アジュバント関節炎発症マウスモデ
ルにおいて，OPG投与が骨破壊を防止すること
が報告されている15）．最近では，癌性高カルシウ
ム血症の治療や癌の骨転移，多発性骨髄腫に対す
る治療薬の可能性も指摘されているコ6）．
　歯科の分野では，歯槽骨の局所性骨吸収の尤進
を起こすものとして歯周疾患が知られているが，
歯周病原因菌を感染させた歯周病モデルマウスを
作製したところ，歯槽骨の破壊部位において出現
する活性化丁リンパ球にRANKL発現が強く認
められた．そこで，この歯周病モデルマウスに対
してOPGを腹腔内投与したところ，骨吸収が阻
害されたとする実験結果も報告されている17）．
3　0PG遺伝子欠損マウスにおけるビスフォス
　　フォネート投与実験によって共役因子の存在
　　が証明された
　前述したように，OPG遺伝子を欠損させたマ
ウスは破骨細胞の形成が促進し骨吸収の充進が認
められるが，同時に骨形成の促進も認められ
る9）．この実験結果は骨吸収と骨形成の共役因子
（カップリングファクター）の存在を意味してい
る（図4）．そこで，今回OPG遺伝子欠損マウ
スに対して骨吸収阻害薬（ビスフォスフォネー
ト）により骨吸収を強力に阻害した際に，骨形成
がどのような挙動を示すかについて解析した’8）．
　大腿骨切片における骨所見として，破骨細胞の
マーカー酵素（TRAP）とトルイジンブルー
（TB）の二重染色を図5に示す．　OPG遺伝子欠
損マウスでは，骨梁の吸収が著しく，成長板の一
部に破壊が認められ，破骨細胞による骨吸収が充
進している様子が認められた（図5A）．　OPG遺
伝子欠損マウスにビスフォスフォネートを投与す
ることにより，骨吸収の抑制と成長板の形態回復
が認められた（図5A）18）．
　大腿骨成長板直下において，OPG遺伝子欠損
マウスにおいては立方形のふっくらと厚みを増し
た大型の骨芽細胞が多数認められた（図5B中央
矢印）．これらの立方形を呈する骨芽細胞は，ビ
スフォスフォネートの投与によって消失し，扁平
な形態を示すようになった（図5B右矢印）．つ
まり，OPG遺伝子欠損マウスにおいて認められ
た骨芽細胞の活性化がビスフォスフォネートによ
り抑制される様子が観察された18）．
　大腿骨における皮質骨の骨形態計測に用いた組
織像（ビラネバ・ボーン染色）を図6Aに示す．
OPG遺伝子欠損マウスにおいて認められる皮質
骨の骨粗髪化（粗霧化面）の充進は，ビスフォス
フォネートの投与により抑制された（図6A）．
また，OPG遺伝子欠損マウスの皮質骨において
は，二重標識の幅が正常マウスと比較して広く認
められ，骨内膜面および骨外膜面における骨形成
速度は高値を示した．これらの値はビスフォス
フォネート投与によって，正常マウスのレベルま
で抑制された（図6B）18）．
　腰椎における骨形態計測の結果，OPG遺伝子
欠損マウスにおいて充進している各種の骨吸収
マーカー（吸収面・破骨細胞数・骨吸収速度）は
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図5：正常マウス（WT）とOPG欠損マウス（OPG≠）大腿骨の酒石酸抵抗性酸フォスファターゼ（TRAP）
　　　とトルイジンブルー（TB）の二重染色像
　正常マウス（A～a），OPG欠損マウス（A－b）共に，ビスフォスフォネート（BP）投与により骨量の増大
が認められた（A－c，d）．また，　OPG欠損マウスにおいて認められる立方形で大型の骨芽細胞（B－b）は，　BP
の投与によって消失し扁平な形態を示した（B－c）．
ビスフォスフォネート投与によって完全に正常化
された．OPG遺伝子欠損マウスにおける骨形成
マーカー（類骨量，骨芽細胞面，骨石灰化速度，
骨形成速度）の充進は，ビスフォスフォネート投
与により是正された．OPG遺伝子欠損マウスに
おいて減少している腰椎海綿骨の骨量と骨梁数
は，ビスフォスフォネートの投与により増加し
たls）．
　骨形成のマーカーである血清中のアルカリフォ
スファターゼ活性およびオステオカルシン濃度
は，OPG遺伝子欠損マウスにおいて正常マウス
と比較して約3～4倍高値を示す．これらのマウ
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図6：正常マウス（WT）とOPG欠損マウス（OPG9－）大腿骨のビラネバ・ボーン染色像（A）と二重標識
　　　像（B）
　OPG欠損マウスにおいて認められる皮質骨の骨粗愁化充進は（A－b），　BPの投与により抑制された（A－
d）．OPG欠損マウスの皮質骨においては，二重標識の幅が正常マウス（B－a）と比較して広く認められ（B－
b），この幅はBP投与によって抑制された（B～c）．
スに対してビスフォスフォネートを投与すること
により，アルカリフォスファターゼ活性とオステ
オカルシン濃度の低下が認められた（図7）iS］．
　OPG遺伝子欠損マウスにおける歯の形成に関
する解析の報告はなく，今後の課題である．OPG
遺伝子欠損マウスにおいて，骨芽細胞の活性化と
同様に，象牙芽細胞の活性が充進しているか否か
を形態学的に観察する予定である．また，ビス
フォスフォネート投与によるOPG遺伝子欠損マ
ウスの顎骨および歯の形成に対する影響について
も解析していきたい．
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図7：0PG欠損マウスに対するビスフォスフォネート（BP）投∫｝の効果
骨形成抑制
OPG欠損マウスにBPを投与することにより，骨吸収が抑制され，それに共役し骨形成も抑制される．血
清中の可溶性RANKLの声セ生元進は，　OPG欠損マウスの骨代謝回転促進には関与しない．
4　0PG遺伝子欠損マウスの血清可溶性
　　RANKL産生は充進する
　最近，特発性高ホスファターゼ血L症（Idi－
opathic　Hyperphosphatasia：IH）の患者にお
いて，OPG遺伝子の変異が発見されだ91．興味
深いことに，この患者においては，破骨細胞と同
様に，骨芽細胞が著しく活性化しており，骨吸収
と骨形成が活発に行われている組織所見が認めら
れる．また，血清アルカリホスファターゼ活性
（骨形成マーカー）と尿中コラーゲン分解産物で
あるN一テロペプチド量（骨吸収マーカー）が共
にIH患者において高い値を示しだ▲’．
　一一方，骨バジェット病は，破骨細胞の機能異常
により限局した骨吸収の充進が生じ，続いて骨形
成が促進する疾患として知られている．最近，遺
伝性若年性骨バジェット病の原因としてOPG遺
伝子の完全な欠損が報告された？UJ．このOPG欠
損患者の血清中にはOPGは検知できないが，興
味深いことに可溶性RANKLが高濃度で認めら
れた2ω．この実験結果は，高回転型の骨代謝病態
に可溶性RANKLの血清レベルでの充進が関与
している可能性を示している．また最近，可溶性
RANKLのin　vivo投与が骨形成促進に作用する
との実験結果が米国骨代謝学会において発表され
たLl．．そこで今回，　OPG遺伝子欠損マウスにお
ける血清中の可溶性RANKL濃度を測定した．
その結果，正常マウスではほとんど認められない
可溶性RANKLがOPG遺伝子欠損マウスでは高
値を呈しており，ビスフォスフォネート投与は可
溶性RANKLレベルには全く影響を与えなかっ
た（図7）．また，正常マウス血清中に認められ
たOPGは，ビスフォスフォネート投与によって
変化しなかったls，．以上の結果から，可溶性
RANKLの産生充進が，　OPG遺伝子欠損マウス
における骨形成促進に関与している可能性は否定
された．
　以上の実験結果から，OPG遺伝子欠損マウス
の骨組織は高回転型の代謝を呈しており，骨粗髪
症というよりも骨バジェット病の病態を示すこと
が考えられた．可溶性RANKLの存在意義とそ
の由来および遊離メカニズムについては今後の大
きな研究課題である．
5　力学負荷減少による骨量減少メカニズムにつ
　　いて
　力学負荷軽減に伴う骨量の減少は，ベッドレス
トなどで臨床的に認められる．Morey2e’は，人工
衛星における無重力環境下で19．5日間飼育された
ラットの骨形態計測を行った．その結果，力学負
荷の減少（無重力環境下）により，骨外膜および
骨内膜で骨形成の停止が起こり，骨吸収に関して
は影響が認められないとする知見を報告した．こ
の骨形成の抑制は地上に帰還後には改善し，一過
性のものであることが確認された．この結果は，
力学負荷軽減による骨量減少が，骨形成の低下に
起因することを示している．
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　・方，力学負荷軽減による骨量の減少に骨吸収
克進の関与を認める報告も存在する．Weinreb
ら：：は，ラットの坐骨神経切除モデルにより6週
間にわたり後肢を不動化したところ，大腿骨骨塩
量は著しく低ドし，この時骨形成率や石灰化率は
6週問低下し続けた．　一方，骨吸収面および破骨
細胞数の増加は実験開始後初期においてのみ認め
られた．つまり，力学負荷の軽減は初期における
一・ ﾟ性の骨吸収の充進と持続的な骨形成の抑制を
もたらすことが示された．
　以ヒのように，力学負荷は骨形成と骨吸収の両
者に影響を及ぼし，正常の骨代謝で重要な役割を
果たしている．骨のカップリング因f’の探索を考
えるヒでも，力学負荷軽滅に伴う骨量減少メカニ
ズムを解明することは大変意義深いものである．
6　骨形成の際に出現する破骨細胞が正常な骨の
　　形態形成に重要な役割を果たしている
　局所性の骨吸収の充進が認められる歯周疾患や
口蓋裂等における骨欠損症例に対して，骨誘導因
r－（Bone　morphogenetic　protein：BMP）を　移
植することにより骨組織の補填を行う試みも進行
している．そこで，破骨細胞の骨形成における役
割を明らかにすることを日的に、大理石骨病マウ
スであるM－CSF遺伝r・欠損マウス（op／op）を
用いて，破骨細胞が存在しない条件における
BMP誘導性の骨形成についての検討を行った
（未発表）．
　4週齢雄のop／opマウスと11：常マウス（C57
BL／6J）の背筋筋膜下にリコンビナントヒト
BMP－2含有コラーゲンペレットを埋人し，異所
性骨形成を誘導した．その結果、BMP誘導性の
異所性骨形成（骨密｝斐）はop／opマウスにおいて
正常マウスと比較して，約3倍の促進が認められ
た．また，op／opマウスにおける異所性骨の外面
は大変粗雑な形態を呈していた（図8）（未発
表）．
　以上の結果は破骨細胞が存在しないop／opマウ
スにおいては，BMP誘導性の異所性骨形成の著
明な充進を示している．また，これらの異所性骨
には形態学的異常が観察されたことより、骨形成
の際に出現する破骨細胞が正常な骨の形態形成に
重要な役割を果たしていることが示され，破骨細
胞の存在の神秘性がさらに深まった．
正常
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図8：0plopマウス（人理石骨病マウス）およびll三備マウス（C57　BIY　6」）におけるBMP－2誘導性の異所
　　性骨形成
　背筋筋膜ドに埋人したペレットを3週後に摘川し，形成された異所性WのBMD（骨密度）の定量的解析を
行った．
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終わりに
　骨吸収の充進により骨粗霧症を呈するOPG遺
伝子欠損マウスにおいては，骨芽細胞による骨形
成の充進がカップルして認められ，この骨形成促
進活性は，ビスフォスフォネートの投与によって
完全に抑制されることが確認された．これは，骨
吸収の元進と骨形成の促進は共役（カップリン
グ）していることを示しており，何らかの骨代謝
共役因子が存在している可能性が立証できだ8）．
図9はこの点に着目した新聞報道である．
　Mundyらの研究グループ4｝は，骨基質中に存
在するTGF一βを骨代謝共役因子として追及して
いる．彼らは，破骨細胞による骨吸収時にTGF一
βが活性化されて遊離し，骨芽細胞の分化を促進
する可能性を考えている24）．最近，我々は破骨細
胞が細胞間接触を介して未分化間葉系細胞から骨
芽細胞への分化を誘導する可能性を見い出してい
る25）．これは，破骨細胞自身が共役因子を産生す
る可能性を示唆するものである．また，骨代謝共
役には重力による機械的負荷が重要な役割を担う
可能性も指摘されている．
　今日に至るまで多くの研究者が骨のカップリン
グ因子の発見に希望を抱き，その探索を行ってき
たが，いまだその因子の全容は見えていない．し
かしながら，今回のOPG遺伝子欠損マウスを用
いた実験により，その因子の存在をかいま見るこ
とができた．今後，骨代謝共役因子の存在様式と
その発現制御機構がさらに詳しく解析され，共役
因子が明らかとなることを期待したい．
「骨粗しょう症」治療薬1
　　骨が再生する仕組みを分子レ
　　ペルで研究する宇田川信之・
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図9：信濃毎日新聞に掲載された研究室紹介（2003年12月29日）
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